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(57) Abr^l 

La pr^nte invention conceme un proc6d6 de pr6paration d'un ADN plasmidique d partir d*une biomasse cellulaire humide compitnant 
apxts la lesuspension de tadite biomasse, utie 6tape de lyse alcaline, une ^tape d 'acidification k force ionique €ltv6t, une 6tape d'6liniination 
des insolubles, une 6tape de r6duction des endotoxines et des ARN contaminants, une 6tape de chromatographie de gel de filtration et une 
6tape de conditionnement. EUe a ^galement pour objet une composition phaimaceutique comprenant un ADN plasmidique ainsi pr6par6 et 
son utilisation k des fins de tb^rapie gfoique. 
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1 

PROCEDE DE PREPARATION D'ADN PLASMIDIQUE 

La presente invention a pour objet un nouveau protocole de purification d'ADN 
plasmidique permettant de produire en grande quantite un ADN d'une qualite 
pharmaceutique acceptable pour une utilisation chez rhomme. Elle concerne egalement une 
composition pharmaceutique comprenant TADN ainsi obtenu et son utilisation pour le 
transfert d'un acide nucleique dans une cellule hote. L'invention presente un interet tout 
particulier pour des perspectives de therapie genique. 

Le transfert de genes dans une cellule donnee est a la base meme de la therapie 
genique. Cette nouvelle technologie dont le champ d'application est vaste, permet 
d'envisager le traitement de maladies graves pour lesquelles les alternatives therapeutiques 
classiques sont peu eflScaces voire inexistantes et concerne aussi bien les maladies genetiques 
(hemophilic, mucoviscidose, myopathic....) qu'acquises (cancer, syndrome 
d'immunodeficience acquise SID A, .,.). L*approche la plus pratiquee consiste a utiliser un 
vehicule viral pour introduire I'acide nucleique therapeutique dans la cellule a trailer et, en 
particulier, retroviral et adenoviral. En effet. les virus ont developpe des mecanismes 
sophistiques pour traverser ies membranes cellulaires, echapper a la degradation au niveau 
des lysosomes et faire penetrer leur genome dans les noyaux afm d'assurer I'expression du 
gene therapeutique. Cependant, Tapproche virale a ses limitations, notamment une capacite 
de clonage restreinte, une production potenttelle de particules virales competentes pour la 
replication susceptibles de dissemination dans Toi^ganisme hote et i'environnement, un risque 
de mutagenese insertionnelle dans le cas des vecteurs retroviraux et, pour ce qui est des 
vecteurs adenoviraux, une induction de reponses immunitaires et inflammatoires chez Thote 
qui entravent les repetitions de traitement Ces inconvenients importants dans le cadre d*un 
usage humain justifient la recherche de systemes altematift de transfert d'acides nucleiques. 

De plus en plus de methodes de transfert de genes font appel a des vecteurs non 
viraux. Une des plus employees consiste a delivrer I'acide nucleique therapeutique au moyen 
de vecteurs synthetiques, tels que les lipides cationiques qui interagissent spontanement avec 
I'acide nucleique pour former des complexes charges positivement capables de fusionner 
avec les membranes cellulaires anioniques et faire penetrer Tacide nucleique qu'ils 
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transportent (voir par exemple Behr, Bioconjugate Chemistry (1994) 5 : 382). line methode 
dite biolistique ("gene gun") par bombardement des cellules par des microprojectiles 
metalliques recouverts d'ADN a ete recemment employee dans ie cadre d'un essai anti-SIDA 
(WofFendin et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 2889-2894). Enfm, une approche 
5 encore plus simple peut egalement etre envisagee par administration directe de TADN nu, 
notamment dans le cadre des maladies touchant les muscles par injection intramusculaire. 
Ces methodes non virales mettent generalement en oeuvre un vecteur plasmidique portant 
le gene therapeutique et les elements necessaires a son expression. 

La realisation d'essais cliniques reposant sur des methodes non virales necessite de 

1 0 pouvoir produire des quantites imponantes d'ADN plasmidique de qualite pharmaceutique. 
Les methodes classiquement utilisees ne sont pas opiimales puisqu'elles utilisent des enzymes 
d'origine animale (lysozyme, proteinase, ribonuclease...). des solvants organiques connus 
pour leur loxicite (phenol, chlorophorme) et des composes mutagenes (bromure d'ethidium) 
susceptibles de contaminer le produit fmal. De plus, leur mise en oeuvre a I'echelle 

1 S industrielle est difficilement realisable. 

Les demandes intemationales WO95/21250 et WO96/02658 decrivent des precedes 
de preparation d'ADN plasmidique sous forme purifiee utilisables pour des essais humains. 
Cependant, il est connu que diverses variables peuvent influencer Tefficacite de methodes 
preparatives, notamment ie plasmide a purifier, sa taiile, le microorganisme qui le produit, 

20 les conditions et le milieu de fermentation. Dans ce contexte, il est avantageux de pouvoir 
disposer d'une nouvelle methode pour la production de grandes quantites d'ADN 
plasmidique de qualite pharmaceutique. 

On a maintenant trouve une nouvelle methode de preparation d'ADN plasmidique 
25 comprenant une succession d'etapes simples a mettre en oeuvre, evitant Tusage de produits 
d'origine animale, toxiques et mutagenes teis que ceux cites ci-avant et adaptables a I'echelle 
industrielle. L'ADN est produit avec un rendement eleve, sous forme substantiellemenl pure 
et d'une qualite compatible avec un usage humain. Les contaminations residuelles par les 
proteines, endotoxines, ARN et ADN genomique du microorganisme producteur sont 
30 particulierement faibles voire non detectables par les techniques standards de detection. Les 
exemples qui suivent montrent egalement que ce procede permet la purification de maniere 
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efficace d'un plasmide de grande taille incorporant I'ADNc de la dystrophine destine au 
traitement de la myopathie de Duchenne. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un precede pour preparer un ADN 
plasmidique a partir d'une biomasse celluiaire humide recoltee apres fermentation d'une 
cellule productrice comprenant ledit ADN plasmidique, caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) lyse aicaiine de la biomasse resuspendue. apres resuspension de la biomasse 
celluiaire humide 

b) acidification a force ionique elevee, 

c) elimination des insolubles, 

d) reduction des endotoxines et des acides ribonucleiques (ARM), 

e) chrcmatographie de gel filtration, et 
0 conditionnement. 



Au sens de la presente invention "ADN plasmidique" designe un element celluiaire 
extrachromosomique forme d'une molecule d'ADN generalement circulaire capable de 
replication autonome dans une cellule productrice (la cellule dans laquelle il est amplifie). 
Le choix des plasmides utilisables dans le precede de la presente invention est vaste. Us 
peuvent etre d'une engine queiconque (procaryote, eucaryote) ou etre formes par 
I'assemblage d'elements varies. D'une maniere generale, les plasmides sont connus de 
I'homme de I'art. Un grand nombre d'entre eux sont disponibles commercialement mais, il 
est egalement possible de les construire par les techniques de manipulation genetique 
(Maniatis et al., 1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NY). II peut s'agir d'un vecteur de clonage ou d'expression derive par 
exemple de pBR322 (Gibco BRL). pUC (Gibco BRL), pBluescript (Stratagene), pREP4, 
pCEP4 (Invitrogene) ou encore p Poly (Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-201). 

Avantageusement, un plasmide mis en oeuvre dans le cadre de la presente invention 
possede les elements genetiques qui lui permettent de se repliquer de maniere autonome 
dans la cellule productrice et, de maniere optionnelle, dans une cellule bote (cellule dans 
laquelle TefTet therapeutique est recherche). De tels elements peuvent etre constitues entre 
autre par une origine de replication assurant I'initiation de la replication dans une bacterie. 
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une levure, un champignon ou une cellule mammifere. Elle peut etre isolee d'un procaryote 
(ColEl...), d'un eucaryote (2^1 ou ARS pour sequence a replication autonome), d'un virus 
(SV40 ori du virus simien 40, oriP du virus Epstein Barr EBV...) ou d'un bacteriophage 
(flori..). Le choix de i'origine de replication appropriee est a la portee de Fhomme de Tart. 
S Par example, pour un plasmide destine a etre produit dans le microorganisme Escherichia 
coli (£ CO//), on retiendra I'origine ColEI. De plus, si Ton desire qu*il soit autoreplicatif dans 
une cellule hote mammifere, il comprendra egaiement une origine fonctionnelle chez un 
eucaryote par exemple oriP et pourra inciure le gene codant pour la proteine EBNA-1 du 
virus EBV necessaire a la replication a partir de cette demiere (Lupton et Levine, 1985, 

10 Mol. Cell. Biol. J, 2533-2542 ; Yates et al.. Nature 313, 812.815). 

Par ailleurs, un plasmide en usage dans la presente invention peut en outre 
comprendre un gene de selection permettant de selectionner ou identifier les cellules 
transfectees (cellules productrices et/ou cellules hotes). On peut appliquer les methodes de 
selection reposant sur le principe de cellules productrices deficientes (par mutations 

15 auxotrophes ou introduction d'un gene lethal) incapables de pousser en I'absence d'un 
plasmide portant un gene complementant cette deficience (par exemple systeme dap decrit 
dans la demande EP 0 258 1 1 8, complementation d'une mutation d'auxotrophie, usage de 
genes codant pour un tARN suppresseur sup E, supF...). Une autre pratique couramment 
employee consiste a integrer dans le plasmide un gene codant pour la resistance a un 

20 antibiotique (ampicilline, kanamycine, tetracycline....). Bien entendu, il peut comprendre des 
elements supplementaires ameliorant son maintien et/ou sa stabilite dans une cellule hote ou 
productrice. A cet egard, on peut citer la sequence cer dont la presence favorise le maintien 
monomerique d'un plasmide (Summers et Sherrat, 1984, Cell 36, 1097-1 103) et certaines 
sequences d'origines virales (LTR de retrovirus, ITR d'un vims associe a Tadenovirus ...) ou 

25 cellulaires permettant I'integration dans les chromosomes de la cellule hote. 

Conformement aux buis poursuivis par la presente invention, un plasmide en usage 
dans la presente invention est destine a transporter un ou plusieurs gene(s) d'interet 
therapeutique dans une cellule hote. D'une maniere generale, le gene d'interet peut coder 
pour un ARN antisens, un ARN messager qui sera ensuite traduit en polypeptide d'interet, 

30 un ribozyme ou encore un ARN conferant un benefice therapeutique direct (ARN VA d'un 
adenovirus capable de reprimer la reponse immunitaire, ARN activant la synthese 
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d'interferon) (Abbas et al. in Cellular and Molecular Immunology ; W.B.. Saunders 
Company Harcourt Brace Jovanovich, Inc. p. 228). 

Le gene d'interet peut etre isole par toute technique conventionnelle telle que 
clonage, PCR (Polymerase Chain Reaction) ou encore synthetise chimiquement. II peut etre 
de type genomique (muni d'un ou plusieurs introns) ou ADN complementaire (ADNc). Le 
polypeptide d*interet peut etre constitue par une proteine mature, un precurseur et, 
notamment un precurseur destine a etre secrete et comprenant un peptide signal, une 
proteine tronquee, une proteine chimere provenant de la fusion de sequences d'origines 
diverses ou encore une proteine mutee presenUnt des proprietes biologiques ameliorees 
et/ou modifiees. 

A titre d'exemples, on peut avoir recours a un gene d'interft selectionne parmi ceux 
codant pour les polypeptides suivants : 

cytokines ou lymphokines (interferons a, p et y, interleukines et notanmieni riL-2, 
riL-6, riL-10 ou riL-12, facteurs necrosant des tumeurs (TNF), facteurs 
stimulateurs de colonies (GM-CSF, C-CSF, M-CSF . ) ; 
recepleurs cellulaires ou nucleaires, notamment ceux reconnus par des organismes 
pathogenes (virus, bacteries, ou parasites) et. de preference, par le virus VIH (Vims 
de rimmunodeficience Humain) ou leurs ligands ; 

proteines impliquees dans une maladie gcnetique (facteur VII, facteur VIII, facieur 
IX, dystrophine ou minidystrophine, insuline, proteine CFTR (Cystic Fibrosis 
Transmembrane Conductance Regulator), hormones de croissance (hGH) ; 
enzymes (urease, renine, thrombins. ..) ; 

inhibiteurs d'enzymes (al-antitrypsine, antithrombine III, inhibiteurs de proteases 
virales...) ; 

polypeptides a effet anti-tumoral capables d'inhiber au moins paniellemeni initiation 
ou la progression de tumeurs ou cancers (ARN anti-sens, anticorps, inhibiteurs 
agissant au niveau de la division cellulaire ou des signaux de transduction, produits 
d'expression des genes suppresseurs de tumeurs, par exemple p53 ou Rb, proteines 
stimulant le systeme immunitaire....) ; 

proteines du complexe majeur d'histocompatibilite des classes I ou 11 ou proteines 
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regulatrices agissant sur Texpression des genes correspondants ; 
polypeptides capables d'inhiber une infection virale, bacterienne ou parasitaire ou son 
deveioppement (polypeptides antigeniques ayant des proprietes immunogenes, 
epitopes antigeniques, anticorps, variants trans-dominants susceptibles dinhiber 
I*action d'une proteine native par competition...) ; 

toxines ( thymidine kinase de virus simplex de Therpes I (TK-HSV-1), ricine, toxine 

cholerique, diphterique ) ou immunotoxines ; et 

marqueurs (3-galactosidase, luciferase....) 

Bien entendu, le gene d'interet peut etre place sous le controle des elements 
necessaires a son expression dans la cellule bote. Par "elements necessaires a son 
expression", on designe I'ensemble des elements permettant sa transcription en ARN et la 
traduction d'un ARNm en polypeptide. Parmi ceux-ci le promoteur revet une importance 
particuliere. II peut deriver d'un gene quelconque (eucaryote, viral, promoteur naturel du 
gene d'interet en question...) ou peut etre artificiel. Par ailleurs, il peut etre constitutif ou 
regulable. Altemativement, il peut etre modifie de maniere a ameliorer I'activite promotrice, 
supprimer une region inhibitrice de la transcription, modifier son mode de regulation, 

introduire un site de restriction On peut mentionner, a titre d*exemples, les promoteurs 

viraux CNfV (Cytomegalovirus), RSV (Rous Sarcoma Virus), du gene TK du virus HSV- 1, 
precoce du vims SV40, adenoviral N4LP, ou encore les promoteurs eucaryotes des genes 
PGK (Phospho Glycerate kinase) murin ou humain, al-antitrypsine (foie-specifique), 
immunoglobulines (lymphocyte-specifique). 

De tels elements peuvent egalement comprendre des elements additionnels tels que 
introns, sequence signal, sequence de localisation nucleaire, sequence terminatrice de la 
transcription (poly A), site d'initiation de la traduction de type IRES ou autre, etc. 

Un plasmide en usage dans la presente invention est amplifie dans une cellule 
productrice avant d'etre purifie selon le procede de la presente invention. On prefere tout 
particulierement les bacteries gram negatif et, notamment, £. coti. A titre indtcatif, on peut 
citer les souches DH5 (Grant et al., 1990. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 4645-4649), 
MC1061 (Wertman et al., 1986, Gene 49, 253-262) et ses derivees comme DHIOB (Grant 
et al., 1990, supra). Etant donne qu'il s'agit d'une technologic largement connue a ce jour. 
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il ne sera procede qu'a une description breve de la manlere d'operer pour introduire un 
plasmide dans une bacterie et ('amplifier. Toutes les techniques conventionnelles peuvent 
etre employees dans le cadre de la presente invention (traitement par les chlorures de 
calcium, de rubidium, d'hexamine cobalt, par des agents reducteurs. par le DMSO, 
5 electroporation, transduction, liposomes, ... ; Maniatis et al., 1989, supra), Les cellules 
productrices ainsi transformees sont ensuite culttvees selon les pratiques generates de I'art 
(fermentation en continue "batch" ou alimentee "fed batch"). Les conditions de culture 
peuvent etre facilement etablies par I'homme du metier sur la base des connaissances 
generales dans ce domaine et du systeme de selection pone par le plasmide. Leur recolte est 

10 effectuee selon les techniques habituelles, comme la filtration ou encore la centriiugation a 
faible vitesse, pour generer la biomasse cellulaire humide laquelle peut, a ce stade, etre 
congelee ou stockee a 4°C avant d'etre soumise au procede selon I'invention. 

Selon le procede de I'invention, on effectue la lyse de la biomasse cellulaire humide 
apres avoir procede a sa resuspension. On emploie generalement un tampon de resuspension 

15 legerement basique pour neutraiiser le caractere acide de la pate cellulaire et de force 
ionique faible ne presentant pas ou peu d'effets lytiques sur les cellules transformees. Sa 
composition et son pH peuvent varier en particulier en fonction de la cellule productrice, du 
milieu de culture employe ou tout autre parametre. L'homme de Tart est en mesure 
d'elaborer un tampon de resuspension approprie. On peut citer a titre d'exemple un tampon 

20 contenant de TEDTA (concentration de I a 50 mM, de preference 10 mM) et du Tris-HCl 
(concentration de 10 a 100 mM, de preference 50 ntM) tamponne a un pH d'environ 8. Les 
cellules peuvent etre resuspendues par tout moyen technique habituel tel que agitation 
rectilineaire, pipetage repete et/ou homogeneisateur (vortex, homogeneisateur par 
cisaillement...). 

25 Uetape de lyse alcaline permet de liberer le contenu cellulaire et en solubiliser tous 

les composants. Proteines, ARN et ADN sont denatures y compris I'ADN piasmidique dent 
les deux brins homologues restent enchevetres, a la difference de TADN genomique. II peut 
etre avantageux d'effectuer ia lyse alcaline en presence d'un detergent et, de preference, d*un 
tensioactif anionique. Le choix de ia base et du tensioactif n*est pas limite. A cet egard, la 

30 combinaison soude et SDS (sodium dodecylsulfate) est preferee, notamment a des 
concentrations finales aux environs de 0,1 M et 0,5 % respectivement. Le pH final de la 
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solution de lyse est, de preference, compris entre 1 1 et 13 et, de maniere optimale, entre 
12,2 et 12,4. On indique qu'il est preferable de melanger les cellules transformees 
resuspendues et la solution de lyse d'une maniere douce, par exemple par inversion, afin de 
minimiser les cassures de I'ADN cellulaire genomique qui serait alors susceptible de 
S contaminer la preparation d'ADN plasmidique. Bien qu'il ne s*agisse pas d*un mode prefere, 
il est neanmoins possible dans le cadre de la presente invention de faciliter la lyse cellulaire 
par chaufTage a temperature elevee (voir par exemple la demande intemationale 
WO96/02658) ou Pemploi d'enzymes animates degradant les membranes cellulaires 
(lysozyme...). 

10 La seconde etape du procede selon i'invention resulte en une acidification a haute 

force ionique du lysat obtenu precedemment. L'acidification se fait de preference d'une 
maniere brutale, c'est a dire en une seule fois. Dans ces conditions, I'ADN plasmidique est 
renaiure rapidement alors que la grande majorite des proteines, de TADN genomique 
denature et des especes d'ARN insolubles en condition de force ionique elevee floculent. 

1 5 Dans le cadre de la presente invention, on met en oeuvre une solution comprenant un 
tampon ou un acide fort combine a un sel dont le pH est compris entre 4,5 et 6,5. Sdon un 
mode de realisation avantageux, on utilise une solution d'acetate de potassium de preference, 
a une concentration finale proche de I M, de maniere a obtenir un pH fmal d'environ S, I . 
Mais, on aurait egalement pu avoir recours a une solution d'acetate de sodium de pH et de 

20 concentration tels qu*indiques ci-dessus. 

On procede ensuite a Telimination des insolubles constitues par les debris cellulaires 
et les floculats de macromolecules. Ceci peut etre realise par toute technique 
conventionnelle de filtration ou centrifugation. II peut etre judicieux d'eliminer la majorite 
des insolubles d'abord par centrifugation puis de poursuivre la clarification par filtration, De 

25 nombreux filtres peuvent etre utilises dans le cadre de la presente invention a la condition 
qu'ils retiennent les insolubles et iaissent passer I'ADN plasmidique. Avantageusement, le 
ftltre choisi aura une porosite comprise entre 1 et 100 ^m, plus avantageusement 2 et 75 
nm, de preference 5 et 75 jim, de maniere tout a fait avantageuse, 3 et 50 ^im,et, de maniere 
tout a fait preferee, 10 et 50 (xm. II peut etre en matiere synthetique comme le nylon, 

30 organique comme la cellulose ou non organique comme le verre. Selon un mode de 
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realisation avantageux, on precede a des filtrations successives a Taide de filtres de porosites 
decroissantes, par exemple une premiere filtration sur verre fritte d'une porosite comprise 
entre 100 et 40 jim (fritte N° 2, Schott AG), la seconde sur fritte de porosite 16 a 40 ^lm 
(fritte 3, Schott AG) et la derniere sur fritte de porosite 10 a 16 |am (fritte N** 4. Schott 
5 AG). 

Selon une autre variante, il est possible de proceder a une seule filtration en utilisant 
une cartouche en polypropylene Sartopure PP de porosite 8 \xm (Ref. 552 1302 P9-00-A) 
ou Sartopure PP2 de porosite 3 ^m (Ref. 559 1302 P9-00-A). 

Selon un mode de realisation optionnel mais particulierement avantageux, le filtrat 
10 peut etre concentre avant I'etape suivante de reduction des endotoxines. Les moyens de 
concentrer un ADN dissous dans une solution aqueuse sont connus de Thomme de I'art. On 
peut citer Tultrafiltration, la precipitation alcoolique ou encore une combinaison de ces deux 
techniques. 

En ce qui concerne Tultrafiltration, diverses membranes peuvent etre employees du 

15 moment qu'elles n'adsorbent pas ou peu TADN plasmidique dans les conditions d'utiUsation. 
On aura avantageusement recours a des membranes dont le seuil de coupure est compris 
entre 20 et 300 kDa, de preference entre 30 et 100 IcDa. Elles peuvent etre de compositions 
varices, organiques ou non (poly(ether)sulfone, acetate de cellulose, ...). Les membranes 
paniculierement adaptees sont celles de type YM (et notamment, YM30-76. Diaflo et 

20 YM30-4208, Centricon). ccUes equipant les unites Easy Flow (reference 14669-OS-l V ou 
14669-OS-2V, Sartorius) ou encore minipcllicon 2 PL300 (Millipore en cellulose 
regeneree). ^ultrafiltration constitue a cette etape un moyen puissant de reduire la 
contamination de la preparation d'ADN plasmidique par des pigments d'origine cellulaire ou 
provenant du milieu de culture. 

25 II est egalement possible de concentrer les acides nucleiques par precipitation 

alcoolique en presence d'ethanol ou d'isopropanol. Les parametres de precipitation tels que 
volume d'alcool a ajouter, temperature, presence de cations monovalents ainsi que la 
recuperation du materiel precipite sont detaillcs dans de nombreux ouvrages accessibles a 
I'homme du metier. En particulier, la precipitation par Tisopropanol presente Tavantage de 

30 reduire encore la teneur en pigments, certains d'entre eux etant solubles dans la phase 
alcoolique. 
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Selon un mode prefere, le filtrat est en premier lieu concentre par ultrafiltration sur 
membrane polysulfone ayant un seuil de coupure d'environ 100 kDa a Taide d'une unite de 
type Easy Flow (Sartorius) a usage unique ou sur membrane minipellicon 2 PL300 
5 (Millipore) presentant un seuil de coupure d'environ 300 kDa. Une fois le volume reduit 
d'un facteur 5 a 20, les acides nucleiques sont precipites par addition de 0,7 volume 
d'isopropanoL Le materiel precipite est recupere par centrifiigation et peut etre soumis a un 
ou plusieurs lavages dans Tethanol a une concentration de 70 a 80 % afin de reduire les 
contaminants solubles dans I'alcool tels que les sels et, comme deja mentionne, les pigments 

0 residuels. Apres sechage, les acides nucleiques sont repris dans un tampon approprie, par 
exemple du Tris-HCI 10 mM pH 8 contenant de TEDTA a une concentration d'environ 1 
mM pour inhiber les nucleases et de maniere optionnelle de I'acetate de sodium (a une 
concentration finale d'environ 0.3 M permettant la precipitation des acides nucleiques apres 
I'etape d'extraction au Triton). II est interessant de noter ici que les etapes d "ultrafiltration 

5 et de precipitation a Tisopropano) sont particulierement avantageuses pour eliminer la 
majorite des pigments de la preparation. 

A ce stade, la preparation d'ADN plasmidique contient des quantites imporiantes 
d*ARNs et d'endotoxines et les etapes suivantes consistent en une reduction de leurs taux. 
Par reduction, on entend une diminution notable du taux d'endotoxines ou d'ARN entre le 

) debut et la fin de I'etape, d'un facteur d'au moins 100 et, de preference, d'au moins 1000. La 
concentration en ARN et cndotoxines peut etre appreciee par des essais semblables a ceux 
decrits ci-apres ou par tout autre methodologie divulguee dans la litterature. Bien que les 
etapes puissent etre permutees. on prefere en premier lieu agir sur les endotoxines puis sur 
les ARNs. 

1 Les endotoxines du fait de leur caractere pyrogene, doivent etre considerablement 
reduites voire eliminees avant d'envisager une administration chez Thomme. En ce qui 
concerne les produits phannaceutiques courants, la quantite maximale tolerable a ete fixee 
par les autorites sanitaires a 5 unites (EU) par dose. Or, il a ete montre que les procedes 
courants de preparation d'ADN plasmidique (ultracentrifijgation sur gradient de chlorure de 

I cesium, chromatographie echangeuse d'anions, ...) laissent subsister de grandes quantites 
d'endotoxines (Gotten et al,, 1994. Gene Therapy /. 239-246). 
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Aux fins de la presente invention, on preferera avoir recours a une extraction en 
presence d'un detergent non ionique ayant un point nuage compris entre IS'C et 35°C, 
avantageusement IS^C et lO^C et. de preference. 20°C et 25°C. Un detergent prefere est 
choisi parmi les polyoxyethyienes. Des exempies de detergents utilisables seion la presente 
invention sont decrits dans le tableau suivant : 



Detergent 


Point 
nuage 
(°C) 


Densite 
(20°C) 


Formuie 


Fourn. 


Brij58 


45°C 


- 


C,«Hj3 (OCH2CH2)2oOH 


ICI 

Americas 


Triton^"X-114 


22'C 


1,054 


(CH,),C-CH2-C(CH,)rC«K,- 
(OCH2CH2),.80H 


Sigma 


Tergitor** 
TMN6 


37°C 


1.009 


CaHzj (OCH2CH2),OH 


Sigma 


TergitoF*^ NP7 


4l'>C 


1.048 


C9H„-C6H«-(OCH2CH2)7.80H 


Sigma 


TergitoP" 
Min-Foam IX 


40»C 


0,995 


Cu-lsH23.3|-0(CH2CH20)x 

[CH2CH20/CH2CH(CHj)OJ, 
CH2CH(CH3)OH 


Sigma 


TergitoF'' 
Min-Foam 2X 


20"C 


0,978 


C„.,sH23.3,-0(CH2CH20)x 

[CH2CH20/CH2CH(CHj)0]y 
CH2CH(CH3)OH 


Sigma 
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Les composes decrits precedemment soni des composes amphiphiles dont la 
miscibilite dans la phase aqueuse peut etre contrdlee par variation de la temperature autour 
de leur point nuage, Avantageusement, selon le procede de Pinvention, la preparation 
d'ADN est refroidie a une temperature inferieure a K^C avant d*ajouter ledit detergent. La 
concentration finale en detergent a utiiiser peut etre comprise entre 0,5 et 6%, 
avantageusement entre 1 et 5% et, de maniere tout a fait preferee, aux environs de 1%. Dans 
ces conditions, ledit detergent est soluble dans Teau et forme des micelles complexant les 
endotoxines. Apres incubation et centrifijgation du melange ADN plasmidique / detergent 
a une temperature nettement superieure au point nuage (par exemple >37T dans le cas du 
Triton^*"^ X-1 14), il y a separation de deux phases : une phase aqueuse contenant T ADN 
plasmidique et une phase contenant le detergent et les endotoxines. Lorsque le detergent 
choisi possede une densite superieure a celle de la solution d'ADN, apres separation des 
phases par centrifugation, la phase aqueuse est localisee dans la partie superieure du tube 
et la phase contenant le detergent et les endotoxines dans la partie inferieure, et inversement 
lorsque le detergent possede une densite inferieure a celle de la solution d'ADN. Pour des 
raisons techniques evidentes, on choisira de preference un detergent ayant une densite 
superieure a celle de la solution d'ADN. L'homme du metier dispose en outre des 
connaissances necessaires lui permettant d'ajusier. si necessaire, la densite de la solution 
d'ADN, en modifiant par exemple la concentration saline de ladite solution. Le procede 
selon rinvention peut comprendre une ou plusieurs (de preference 3) extractions successives 
telles que decrites ci-dessus. 

Selon la presente invention, un detergent prefere est constitue par le Triton™ X-1 14 
(octoxynol ou octylphenoxy-poly(ethyleneglycoether)„ avec n^7 ou 8) dont le point nuage 
est environ 20'^C et la densite environ 1,06. 

La presente invention conceme egalement une variante du procede de I'invention 
selon laquelle le detergent non ionique choisi presente un point nuage situe en dehors de la 
ganrnie preconisee, et selon laquelle ladite temperature nuage est ajustee par Taddition 
d'une faible quantite d'un detergent anionique («Nonionic Surfactants», Chapter «Surfactant 
and Detersive Systems» in Kiric-Othmer Encyclopaedia of Chemistry, John WDLEY & Sons. 
1995). 
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Selon une variante interessante du procede selon Tinvcntion, la reduction des 
endotoxines est suivie d'une etape de precipitation alcoolique de TADN plasmidique par 
incubation au froid (4°C, -20°C ou -80''C) en presence de 0,3 M d'acetate de sodium ei 
environ 70 % d'ethanol. Le precipitat d'acide nucleique est recupere classiquemeni par 
centriiligation. II peut etre lave par une solution d'ethanol a 80 % dans I'eau avant d'etre 
seche et redissous en milieu aqueux comme par exemple du Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 
1 mM. Cette etape de precipitation, par ailleurs optionnelle, ofFre un moyen efficace 
d'eliminer les traces de Triton™ X-1 Mresiduel. 

La reduction de la contamination par les ARN peut gtre realisee par tout moyen 
connu de Tart, par exemple Thydrolyse enzymatique au moyen d'une ribonuclease d*origine 
animate telle que la ribonuclease A pancreatique bovine. Mais, dans le cadre de la presente 
invention, on prefere avoir recours a une precipitation selective des ARN dans des 
conditions de haute force ionique ou en presence d'agents deshydratants. Divers sels peuvem 
etre utilises et on mentionnera a titre indicatif, le chlorure de lithium (Ze'ev Lev, 1987, 
Analytical Biochemistry 160, 332-336), le chlorure de calcium, Tacetate d'ammonium et le 
sulfate d'ammonium. A ce titre, le sulfate d'ammonium constitue un mode de realisation 
prefere, particulierement a une concentration fmale comprise entre 1 et 3,S M, de 
preference, entre 1,5 et 3 M et, de maniere tout a fait preferee, entre 2 et 2,S M. Selon une 
autre variante de Tinvention, on peut utiliser du chlorure de calcium a une concentration 
finale comprise entre 10 mM et 2 M, avantageusement entre 20 mM et 0,5 M, et de maniere 
preferee entre 50 mM et 0,1 M. D'une maniere optimale, apres I'ajout du sel ou de la 
solution saline, le melange est laisse sous agitation faible, eventuellement a temperature 
basse, pendant une duree variable (1 a 120 min), centrifuge et TADN plasmidique recupere 
dans le surnageant. 

Le procede selon I'invention comprend a ce stade une etape de chromatographic 
d'exclusion sur supports de gel fihration, qui permet de parfaire la purification de la 
preparation d'ADN plasmidique (reduction des ARNs et proteines residuels) et egalement 
d'assurer le dessalage. Le choix du support est large et a la portee de Chomme de Tart. On 
retiendra plus particulierement, les supports agrees pour un usage humain ou veterinaire par 
les autorites competentes americaines (FDA pour Food and Drug Administration) et/ou les 
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ayences de l*Union Europeenne et presentant une limiic d'exclusion elevee et, notamment, 
superieure ou egale a 20x10^ Da (telle que mesuree sur des polymeres comme les dextrans). 
On peut citer par exemple les supports Sephacryl S500 HR (Pharmacia, reference 17.0613- 
01), SI 000 SF (Phannacia, reference 1 7-0476-0 l)et GF2000 (Biosepra, reference 260651). 
Le support Sephacryl S500 est prefere dans le cadre de invention. 

La colonne est initialement equilibree dans des conditions salines limitant les 
interactions hydrophobes entre le support et FADN. Avantageusement, on utilise le tampon 
TEN (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 niM, et NaCI 100 mM). Les conditions de 
chromatographic peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres et notammeni 
du volume de la colonne, du support choisi, de la concentration de la preparation en ADN 
plasmidique et de la taiile de ce dernier. L'ADN plasmidique est exclu de la phase et est elue 
avant les contaminants de poids moleculaire inferieur. Les fractions le contenant peuvent 
etre analysees par les techniques usuelles (absorbance a 254 nm, analyse visuelle apres 
separation par electrophorese en gel d'agarose ...). 11 est egalement possible de connecter 
la colonne a un detecteur muni d'un filtre (a 254 nm par exemple) pour la detection en ligne 
des fractions positives. On notera qu*un avantage du procede selon I'invention consiste en 
Telimination au cours de cette etape, du sel rcsiduel issu de Tetape precedente, 
Selon un mode de realisation optionnel, les fractions obtenues apres Tetape 
chromatographique peuvent etre rassemblees et concentrees selon la methodologie indiquee 
ci-avant (ultrafiltration et/ou precipitation alcoolique). 

Enfm, le procede selon I'invention comprend une etape de conditionnemeni de la 
preparation d'ADN plasmidique. Les tampons de condilionnement ulilisables dans le cadre 
de la presente invention sont varies. 11 peut s'agir d'une solution saline physiologique (NaCI 
0,9 %), d'une solution Hepes-Ringer, de Lactate-Ringer, de TE (Tris-HCl 10 mM pH7,5 a 
8, EDTA 1 mM) ou simplement d'HiO. De maniere optionnelle, la preparation peut etre 
soumise a une filtration sterilisante. On aura avantageusement recours a des filtres de 0,22 
^im d'une surface adaptee au volume a trailer. On peut citer, par exemple, les unites de 
filtration de type Minisart (Sartorius, reference SMI 6534). Sartolab P20 (Sartorius, 
reference 18053D), Millex GF (Millipore, reference SLGS025BS), Millex GV (Millipore, 
reference SLGV025BS), Millex GP (Millipore, reference SLGPR25LS), Anotop 25 
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(Whatman, reference 20025H.68092122X Anotop 25 Plus (Whatman, reference 2002 AP- 
68094122), Sartobran 300 (reference 5231307H5p00V) ou Easy Flow 0.2 urn en acetate 
de cellulose (reference 12307-05- l-V). Puis, le filtrat est conditionne en doses ajustees a une 
concentration donnee. 

La concentration en ADN plasmidique peul etre determinee de maniere 
conventionnelle, par exemple par spectrophotometrie a une longueur d'onde de 260 nm. La 
proportion relative des diflFerents topoisomeres peut etre evaluee visuellement par 
electrophorese sur gel d'agarose et coloration au bromure d'ethidium eventuellemenl suivies 
d'une analyse densitometrique, Uintegrite du plasmide peut etre verifiee par digestion par 
des enzymes de restriction ayant un ou plusieurs sites de coupure. 

La qualite de TADN plasmidique prepare par le procede scion I'invention peut etre 
appreciee par des essais standards tels que ceux qui sont decrits dans les exemples qui 
suivent. La contamination en ARN peut etre evaluee visuellement par electrophorese en gel 
d'agarose et coloration au bromure d'ethidium ou par spectrophotometrie apres reaction a 
I'orcinol chlorhydrique (reactif de Bial) (Moule, 1953, Arch. Science Physiol. 7, 161 ; 
Mejbaum, 1939, Hope Seyler Z. 255, 117). Un ADN plasmidique purifie selon le procede 
de rinvention presente de preference une contamination residuelle en ARN inferieure a 5 % 
(masse/masse), avantageusement inferieure a 3 %, de preference inferieure a 2 % et. de 
maniere tout a fait preferee, inferieure a 1 %. 

La contamination residuelle par les proteines peut etre mesuree par toute technique 
de dosage des proteines ne montrant pas ou peu ^interferences dues a TADN . Une 
technique adequate est celle de la technique du BCA (acide bicinchoninique) basee sur la 
detection spectrophotometrique a une longueur d'onde de 562 nm du complexe colore forme 
entre le BCA et les ions Cu+ issus de la reduction en milieu alcalin d'ions cuivreux Cu-r+ par 
les proteines (Smith et al., 1985, Anal. Biochem. /SO, 76-85). Un ADN plasmidique purifie 
selon le procede de Tinvention presente de preference une contamination residuelle en 
proteines inferieure a 3 % (masse/masse), avantageusement inferieure a 2 %, de preference 
inferieure a 1 % et, de maniere tout a fait preferee, inferieure a 0,5 %. 

Les techniques de dosage des endotoxines sont connues de Thomme du metier. On 
peut par exemple proceder par un essai colorimetrique derive de la methode du LAL 
(Limulus Amebocyte Lysate) recommandee par les pharmacopees de I'Union Europeenne 
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et des Etats Unis, tel qu'il est mis en oeuvre dans les kits commerciaux (Bio-Whittaker, 
QCL-1000, reference L50-647.U ; Biogenic, COATEST, reference 82 2387). De 
preference, la quantity d*entoxines de la preparation d'ADN plasmidique est inferieure a 50 
EU, avantageusement inferieure a 20 EU, de preference inferieure a 10 EU et, de maniere 
S tout a fait preferee, inferieure a S EU par mg de plasmide. 

L'ADN chromosomique contaminant peut etre dose par la technique de PGR 
quantitative competitive basee sur Tamplification de sequences specifiques du 
microorganisme producteur, par Southern ou encore par "Slot-blot" a I'aide d'une sonde 
specifique. Un ADN plasmidique purifie selon le procede de Tinvention presente de 

10 preference une contamination residuelle en ADN chromosomique inferieure a 5 % 
(masse/masse), avantageusement inferieure a 3 %, de preference inferieure a 2 % et, de 
maniere tout a fait preferee, inferieure a 1 %. 

Un procede selon Tinvention est particulierement avantageux pour ce qui est de la 
preparation d*ADN plasmidique de taille superieure a 10 kb. 

1 S La presente invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique comprenant 
un ADN plasmidique purifie par le procede selon invention a titre d'agent therapeutique ou 
prophylactique. Une composition pharmaceutique selon I'invention peut etre utilisee dans 
divers types de cellules hotes. II s'agit de preference d'une cellule de mammifere et, en 
particulter d'une cellule humaine. Ladite cellule peut etre une cellule primaire ou tumorale 

20 d'une origine hematopoi'etique (cellule souche totipotents leucocyte, lymphocyte, monocyte, 
macrophage, ...), hepatique, epitheliale, fibroblaste et, tout particulierement, une cellule 
musculaire (myoblaste, myocyte, cellule satellite, cardiomyocyte, .,.)» tine cellule tracheale 
ou pulmonaire. Par ailleurs, une composition selon I'invention peut comprendre un element 
de ciblage vers une cellule panicuiiere, par exemple un ligand a un recepteur cellulaire ou 

25 encore un anticorps. De tels elements de ciblage sont connus. 

Une composition selon I'invention peut etre administree par voie systemique ou par 
aerosol, en particulier par voie intragastrique, sous-cutanee, intracardiaque, intramusculaire, 
intraveineuse, intraperitoneale, intratumorale intrapulmonaire, intranasale ou intratracheal. 
L'administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusieurs fois apres un 

30 certain delai d'intervalle. La voie d'administration et le dosage appropries varient en fonction 
de divers parametres, par exemple, de I'individu ou de la maladie a traiter ou encore du ou 
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des gene(s) d'interet a transferer. En particulier, une composition pharmaceutique selon 
rinvention peut etre formulee sous forme de doses comprenant entre 0.05 et 100 mg d'ADN 
plasmidique purifie selon le procede selon Tinvention, avantageusement 0,1 et 10 mg ei, de 
preference, 0,5 et 5 mg. La formulation peut egalement inclure d*autres composes tds qu'un 
adjuvant ou un excipient acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

Dans ce contexte, 11 peut etre particulierement avantageux d'associer I'ADN 
plasmidique a un compose ameliorant sa diffusion, notamment un polymere ou un lipide 
cationique. A titre d'exemples, on mentionnera le 5-carboxyspermylglycine dioctadecyiamide 
(DOGS), le 3p ((N-(>P,N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl] cholesterol (DC-Chol), le (2.3- 
droleylocy[-N'[2{sperminecarboxamido) ethyl] N, N-dimethyl- 1 -propanaminium 
trifluoroaceiate) (DOSPA). la spermine cholesterol et la spermidine cholesterol (decrits dans 
la demande franpaise 96 01347). 

Par ailleurs, une telle composition peut en outre comprendre un adjuvant capable d'ameliorer 
son pouvoir transfectant. II s*agira de preference d'un lipide neutre tel que les phosphatidyl 
ethanolamine, phosphatidyl choline, phosphatidyl serine, phosphatidyl glycerol et, en 
particulier, la dioleyl phosphatidyl ethanolamine (DOPE). II est egalement possible de 
combiner au complexe ADN plasmidique/lipide d*autres substances pour ameliorer encore 
reflftcacite transfectionnelle ou ia stabilite des complexes. 

Une composition selon Tinvention est en paniculier, destinee au traitement preventif 
ou curatif de maladies telles que maladies genetiques (hemophilie. mucoviscidose, diabete 
ou myopathies de Duchenne et de Becker, ...), cancers, maladies virales (hepatites, SID A, 
...), et maladies recurrentes (infections provoquees par le virus de I'herpes, le virus du 
papilloma humain, ...). 

Enfm, la presente invention est relative a I'uttlisadon therapeutique ou prophylactique 
d'une composition pharmaceutique selon Tinvention pour la preparation d*un medicament 
destine au traitement du corps humain ou animal et, preferentiellement, par therapie genique. 
Selon une premiere possibilite, le medicament peut etre administre direaement in vivo (par 
exemple par injection intraveineuse, intramusculaire, dans une tumeur accessible, dans les 
poumons par aerosol, ...). On peut egalement adopter Tapproche ex vivo qui consiste a 
prelever des cellules du patient (cellules souches de la mo^le osseuse, lymphocytes du sang 
peripherique, cellules musculaires. ...). de les transfccter in vitro selon les techniques de Tart 
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et de les readminister au patient. 

L'invention s'etend egalement a une methode de traitement mettant en oeuvre un 
ADN piasmtdique obtenu par un precede selon Tinvention, selon laquelle on administre une 
quantite therapeutiquement efficace de ce dernier a un patient ayant besoin d*un tel 
5 traitement. 

La presente invention est plus completement d6crite en ref(irence aux figures 
suivantes : 

La Figure 1 illustre un chromatogramme apres gel filtration sur Sephacryl SSOO 
10 (colonne de 70 ml de diametre 16 nun et longueur 350 mm) et chargement d'un echantillon 
de 2 ml contenant 5 mg de pCHl ION obtenu apres lyse alcaline, ultrafiltration et traitement 
au sulfate d'ammonium. Lelution est efFectuee a 0,5 ml/min (15 cm/li) dans un tampon Tris- 
HCl 10 mM, EDTA 1 mM, Nad 100 mM, pH 8,0. La dentiste optique est enrcgisiree a 
254 nm. 

I S La Figure 2 est une representation schematique du vecteur pTGl 1025 comportant 

le gene conferant la resistance a la kanamycine (kana), Torigine de replication de CoIEI, le 
promoteur CMV (pCMv) du cytomegalovirus, I'lntron du gene codant pour THydroxy- 
Methylglutaryl-Coenzyme A Reductase (HMG), TADNc codant pour la dystrophine et une 
sequence de polyadenyiation des ARNs transcrits (pA). 

20 La Figure 3 illustre un chromatogramme apres gel filtration sur Sephacryl S500 

(colonne de 5 litres de diametre 8.9 cm et de longueur 82 cm) et chargement de 125 ml 
d'echantillon contenant 85 mg de pTGl 1025, L'elution est efFectuee a environ 15 ml/min 
(14,5 cm/h) dans un tampon Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0. 

La Figure 4 illustre I'elimination progressive des endotoxines d'un lysat alcalin par 

25 3 extractions successives avec 1 % ou 3 % de Triton^'^ X-1 Hsuivies d'une precipitation a 
Tethanol. 

La Figure 5 illustre la precipitation selective des ARNs contaminants d'un lysat 
alcalin en presence de molarites croissantes de sulfate d'ammonium (0 a 3,2 M final). 

La Figure 6 illustre la precipitation selective des ARNs contaminants d'un lysat 
30 alcalin en presence de molarites croissantes de chlorure de calcium (10 a 100 mM). La 
molarite finale en CaCh est indiquee sous les lignes concemees. S = depot d'une fraction 
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de rechanttllon de materiel soluble obtenu apres traitement par le CaCb ; I. = depot d*une 
fraction de I'echantilion de materiel insoluble obtenu apres traitement par le CaCb ; oc = 
ADN plasmidique de forme circulaire (open circle) ; sc = ADN plasmidique de forme 
surenroulee (super coiled) ; a = ARNs. 

Les exemples qui suivent n'illustrent qu'un mode de realisation de la presente 
invention. 

EXEMPLES 

Les solutions definies ci-apres ont ete preparees a partir de solutions meres ou 
produits chimiques obtenus commerciaiement. 

EXEMPLE 1 : Purification du plasmide pCHllON a partir de la souche E. cnli 

MCI 061 transformee . 

/. Preparation el amplification des cellules recombinantes 

On a recours a la souche E. coli MC1061 (Wertman et al., 1986, sitpra) et au 
plasmide pCHl ION. II s'agit d*un plasmide de 8,5 kb dont le maintien dans K coli est assure 
par une origine de replication (ColEl) et un gene de resistance a Tampicilline. tous deux 
issus de pBR322. Le gene d'interet est constitue par le gene reporter p-galactosidase d'^. 
coli dont Texpression peut etre facilement detectee par coloration au X-Gal (4-chloro-S- 
bromo-3-indolyl-p-D-gaIactopyranoside). U est muni dans sa partie 3* d*une sequence codant 
pour un signal de localisation nucleaire eucaryote. La localisation nucleaire de la 
galactosidase recombinante permet de s'aflFranchir des problemes de baiits de fond engendres 
par la reaction croisee avec la 3-galactosidase endogene de la cellule hole egalement 
detectable par le Xgal, et done d'assurer une detection specifique de I'activite enzymatique 
resultant du plasmide transfectee. L'expression du gene reporter est dirigee par le promoteur 
precoce de SV40. 
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Les cellules MCI 061 sont rendues competentes par traitemenl au chiomre de 
calcium ei transformees par le plasmide pCHllON, Les bacteries recombinanles sonl 
selectionnees en milieu selectif. On choisit un clone par examen des profils de restriction a 
partir duquel on constitue un stock gycerol primaire. 
5 Apres inoculation d'une preculture en fiole, celle-ci est utilisee pour ensemencer un 

fermenteur. La fermentation a ete conduite en continu (batch) dans 1 8 litres d'un milieu LB 
2 fois concentre (LB2x) sans ajout de substrat carbonne. a 37°C et en presence d'ampicilline 
(100 |ig/ml). La culture est recueillie apres 2 heures en phase stationnaire. Dans ces 
conditions et pour une densite optique finale DOgoo de 7,5, on obtient 1 80 g de biomasse 
10 totale. 

2. Recolte de la biomasse cellulaire hiimide 

Le contenu du fermenteur est reparti dans des pots de centrifligation propres et 
IS steriles (Nalgene, ref 3 1 22-1000, 3122-1010, 3120-1000 ou 3120-1010) et les cellules 
transformees recuperees par centrifligation a faible vitesse (5000 rpm (tours par min) 
pendant 30 min) et a 4^C. On peut employer une centrifligeuse Sorvall RC3 munie d*un 
rotor H6000-A ayant une capacite de 6x1 litre et proceder a trois centrifugations successives 
dans les memes pots afm de recolter la totalite de la culture. Apres elimination du milieu, le 
20 poids des culots cellulaires est estime par pesee et ceux-ci peuvent etre congeles a -20'^C 
avant d'etre traites par le procede detaille ci-dessous. Les cellules ainsi recoltees constituent 
la biomasse cellulaire humide. 

i. Preparation du iysai acidijie 

25 

Le culot congele est fragmente et on preleve a I'aide d'une spatule la quantite de 
biomasse que Ton desire traiter. Par la suite, les volumes des solutions utilisees sont donnees 
pour 27 g de biomasse humide. Les cellules sont reprises dans 320 ml de tampon de 
resuspension (10 mM EDTA. 50 mM Tris-HCI, pH 8) prealablement equilibre a 4^C et 
30 remises en suspension a Taide d'un homogeneisateur par cisaillement (Ultra Turrax-25 muni 
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d'une sonde de diametre 18 mm) avant d'etre lysees en presence de 320 ml de tampon de 
lyse (1 % SDS. 0,2 M NaOH) equilibre a 20X. On laisse la lyse se poursuivre 5 min a 
temperature ambiante en agitant doucement la preparation par inversion puis on ajoute 320 
ml de solution acide (CH3COOK 3 M pH 5,5) equilibree a 4^C, Le lysat cellulaire acidifie 
est laisse 20 min a 0°C en procedani regulierement a des agitations douces par inversion. Le 
pHfmal est de 5,1. 

v. Elimination des insolubles et concentration du filtrat 

Le floculat est tout d'abord elimine grossierement par centrifugation a faible vitesse 
(5000 rpm pendant 30 min a 4*^0 dans un rotor GSA, Sorvall). Le sumageant est soumis a 
deux filtrations successives sur frittes de porosile controlee (16 a 40 ^m puis 1 0 a 1 6 |am; 
frittes N° 3 et 4 ; Schott AG) a I'aide d*une fiole a vide connectee a une trompe a eau ou une 
source de vide equivalente. 

Le filtrat est soumis a une etape de concentration par ultrafiltration sur cartouche 
Easy Flow^ (Sartorius) munie d'une membrane de polysulfbne d'un seuil de coupure de 100 
kDa (Sartorius, 0,1 m" reference I4669-OS-1-V ou 0,2 m" reference 14669-OS-2-V selon 
le volume a traiter). La cartouche est reliee a une pompe peristatique et le debit de 
recirculation applique est d'environ 400 ml/min. L'ultrafikration est efFectuee jusqu'a ce que 
le volume final soit reduit d'un facteur 8 a 16. On travaiile a temperature ambiante afin de 
reduire la duree de I'operation. 

Les acides nucleiques contenus dans le filtrat sont precipites par ajout de 0,7 volume 
d'isopropanol maintenu a 20®C. Le melange est homogeneise par retoumements successifs, 
incube 5 min a temperature ambiante et le precipite collecte par centrifugation a 10 000 rpm 
pendant 30 min a 4°C (rotor GSA, Sorvall). Apres elimination du surnageant, le culot 
d'acides nucleiques est lave 2 fois de suite par 50 ml d'une solution d'ethanol a 80 % dans 
I'eau (Equilibree a environ -20**C) et a nouveau recupere par centrifugation a 10 000 rpm 
pendant 15 mina4°C. 
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Extraction des emioioxines 

Le culot est seche et dissous dans 18 ml d'une solution d'acetate de sodium 
(CHsCOONa 0,3 M dans du Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM) et conserve une trentaine de 
5 minutes a O^'C. On ajoute 2 ml rfune solution de Triton*^ X-1 14(Sigma ; reference X-1 14*^'**) 
a 10 % (poids/volume) dans CHsCOONa 0,3 M a pH S,S (concentration finale en Triton 
1%) et le melange est homogeneise par agitation manuelle. Apres incubation 10 min sur 
glace puis 2S min a S2^C, la phase inferieure obtenue apres centrifiigation (rotor SLA 1 500, 
Sorvall) a 10 000 rpm pendant 10 min a 35°C est prelevee et eliminee. On precede a deux 

10 extractions supplementaires dans les memes conditions en presence de 2,2 ml et 2,4 ml de 
Triton ^*^X-1 14 respectivement. La phase superieure est precipitee par ajout de 2,5 volumes 
d'ethanol absolu a -20°C. Apres incubation au moins 45 min a -20^C, le precipitat est 
recupere par centrifiigation a 10 000 rpm (rotor SLA 1500, Sorvall) pendant 30 min et a 
4^C et soumis a 1 ou 2 lavages successifs par une solution d'ethanol a 80 % dans Teau 

1 5 conservee a -20^C. Le culot de centrifiigation peut etre congeie avant de proceder a la 
prochatne etape. 

Elimination des ARNs 

20 Le culot de centrifiigation est seche sous vide et repris dans 9,4 ml de Tris-HCl 10 

mM, EDTA 1 mM, pH 8 a temperature ambiante. On ajoute du sulfate d'ammonium 
(NH4)2S04 solide de maniere a avoir une concentration finale d'environ 2 M. Apres melange 
par inversion et incubation 20 min sur glace, on centrifuge 30 min a 7 000 rpm (rotor SLA 
1500, Sorvall) et a 4*0. Une deuxieme centifiigation dans des conditions identiques est 

25 effectuee sur le sumageant recupere de la premiere afin de parfaire Vclimination des 
insolubles. 

Chromatographie stir Sephacryl S500 
30 Le sumageant de centrifiigation est soigneusement preleve et soumis a une 
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chromatographie de gel filtration sur matrice Sephacryl SSOO (Pharmacia ; reference 17- 
0613-01). Dans les conditions precitees, on utilise une colonne ayant une capacite de I litre 
(longueur 622 mm, diametre 44 mm) developpee a 3,8 ml/min (IScm/h) mais, bien entendu 
rhomme du metier est capable d'adapter ia capacite de la colonne en fonction du volume a 
5 trailer. 

La colonne est equilibree dans 2 volumes de TEN avant d'appliquer un volume 
d'echantillon d'acides nucieiques representant 4 a S % du volume de celle*ci. La coUecte et 
la detection des fractions sont automatisees (coUecteur de fractions LKB 2212 et detecteur 
LKB 2 158 Uvicord SD muni d*un filtre a 254 nm). Les fractions de 3 min sont prelevees et 
10 congelees avant d'etre analysees. La Figure I illustre un chromatogramme obtenu a plus 
petite echelle mais representatif du procede. L'ADN plasmidique sort dans le volume 
d'exclusion alors que ARN et proteines sont retenus et n'apparaissent que plus tardivement. 
On notera la nette separation, avec un retour pratiquement a la ligne de base, obtenue entre 
ie pic d*ADN plasmidique elue en premier et le pic d*ARNs elue en second. 

15 

Couditionnement 

Les fractions contenant TADN plasmidique sont regroupees et concentrees environ 
8 X a Taide d*une unite d'ultrafiltration de type Sartocon-Micro a membrane de polysulfone 

20 ayant un seuil de coupure de 100 kDa (Sartorius, reference 15669-00-1/ Alternativement, 
et lorsque une plus grande quantite d*echantillon doit etre trattee, on peut employer une 
unite d'ultrafiltration EasyFiow a membrane d'acetate de cellulose (20 kDa de seuil de 
coupure, Sartorius, reference 14549-OS-lV). 

Apres concentration, Techantillon d'ADN plasmidique purifie est precipite par ajout 

25 d'une solution d'acetate de Na (3 M, pH 5,5) jusqu'a la concentration finale de 0,3 M et 
addition de 2,5 volumes d'ethanol pur (99,95 %) a -20°C. Apres incubation a -20*^C (30 
min), I'ADN plasmidique est recupere par centrifiigation a 1 0 000 rpm pendant 30 min a 4^C 
(rotor SLA 1500, Sorvall). Le culot est lave par Methanol a 80 % a environ -20°C, puis seche 
et repris dans le tampon de conditionnement adequat (TE, 0.9 % NaCl, Hepes Ringer, 

30 Lactate Ringer, H2O ; environ 20 ml par aliquote de 27 g de cellules traitees). 
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Apres mesure de la densite optique a 260 nm, ia concentration en ADN est calculee 
en prenant pour base une DO260 correspondant a SO |ig/ml. Elle peut alors etre ajustee a 
1,0 mg/ml par dilution avec le tampon de conditionnement, et on obtient typiquement 
environ 20 mg d'ADN plasmidique par aiiquote de 27 g de biomasse initiate. 

5 

EXEMPLE 2 : Purification du plasmide pTGl 1025 a partir de la souche E. coU 
PHI OB transformee . 

10 La souche £, CoU DHIOB Electro Max est fournie par Gibco BRL (Reference 

18290-015), Le plasmide pTG11025 (Figure 2) de 18,7 kb porte un gene marqueur qui 
confere aux bacteries la capacite de resistance a la kanamycine (gene codant pour une 
aminoglycoside 3* phosphotransferase transformant I'antibiotique en derive inactif) et 
Torigine de replication ColEl, ces deux elements assurant le maintien du plasmide dans la 

1 5 souche productrice. U comporte en outre une cassette d'expression de I'ADNc codant pour 
la dystrophine sous le controle du promoteur CMV associe a Tintron HMG. 

Les cellules DHIOB competentes sont transformees par le plasmide dans les 
conditions preconisees par le foumisseur et on constitue un stock glycerol primaire conserve 
a -BO^C apres selection d'un clone recombinant. Un lot de semence primaire est utilise pour 

20 constituer une precullure en fiole sur milieu LB2x en presence de kanamycine 50|ig/ml. La 
culture est incubee a 30°C dans un agitateur thermostate (180 rpm) pendant 14 a 16 heures. 

Apres transfert de la preculture en fiole d'ensemencement, la souche transformee est 
propagee dans un fermenteur de 20 litres. La croissance est effectuee a 30°C dans un milieu 
de culture complexe (Hycase SF 37,Sg/l, Yeast Extract 9g/] supplemente en facteurs de 

25 croissance et sels mineraux) utilisant le glycerol a titre de substrat carbone (20 g/1) et en 
presence de kanamycine (50 )ag/ml) pour la pression de selection. Le pH - 7»0 est reguie par 
addition automatique de soude (NaOH, 30%) et d'acide sulfiirique (H2SO4, 2 M). Uoxygene 
dissous est maintenu a une saturation superieure ou egale a 25 % (taux d*aeration de 1 v.v.m 
(10 1 mn *) et une vitesse d'agitation variable. II peut etre avantageux d*ajouter de la 

30 kanamycine en cours de culture. 
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La culture est stoppee par refroidissement a 4**C lorsque les bacteries atteignent la 
phase stationnaire de croissance. La culture est soutiree et la biomasse recoltee par 
centrifiigation (centrifiigeuse Sorvall RC3B, 15 min, 4^C, 5000 rpm). Le culot de cellules 
est conserve a -20''C jusqu'a la mise en application du precede de purification du plasmide 
pTG11025. 

Celui-ci est stmilaire au procede decrit i Texemple 1, a I'exception des modifications 
suivantes : 

- La purification est efFectuee a partir de 360 g de biomasse humide reprise dans 
3840 ml de tampon de resuspension et lysee par un volume equivalent de 
tampon de lyse puis de solution acide. 

- Les insolubles sont elimines par filtration sur Fritte N'^ 4 ( 1 6- 1 0 jim, Schott AG) 
avant concentration 1 5 fois sur Easy Flow. 

Le filtrat est separe en 6 aliquotes. La precipitation a I'isopropanol, les lavages 
a Tethanol 80 %, les etapes d'extractions des endotoxines par le Triton*"^ X-1 14. 
la precipitation a Tethanol et les lavages a Tethanol 80 % subs6quents sont 
realises sur chacune des aliquotes comme decrit a I'exemple 1 . 
Les echantillons sont regroupes pour la precipitation au sulfate d'ammonium a 
une molarite finale de 2 M. 

Le sumageant de centrifiigation recolte apres Fetape de precipitation au sulfate 
d'ammonium est charge sur une colonne de gel filtration de Sephacryl S500 d'un 
volume de 5 litres (longueur 82 cm, diametre 8,9 cm) developpee a un debit de 
15 ml/min (14,5 cm/h), Le chromatogramme obtenu (Figure 3) montre que 
TADN plasmidique est elue dans le volume d'exclusion, alors que les ARNs 
contaminants et autres composes de petits poids moleculaires sont retenus sur 
la colonne. 

Les fractions contenant TADN plasmidique purifie sont regroupees et 
concentrees par ultrafiltration (facteur 10,9), L'ADN plasmidique est alors 
precipite par ajout d'acetate de sodium a une concentration finale de 0,3 M et 
de 2,5 volumes d'ethanol 99,95 % a -20°C. 

- Le precipite est coUecte par centrifiigation (10 000 rpm a 4''C, rotor SLA 1 500 
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Sorvail, 30 min) et lave par 200 ml d'ethanol a 80 %. 
Apres sechage sous vide, I*ADN est repris dans le tampon de conditionnement 
TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5), sa concentration mesuree par 
spectrometrie UV et ajustee a 1 mg/ml dans le meme tampon. On obtient 
typtquement 14S mg d*ADN plasmidique purifie. 

L*integrite du plasmide est evaluee par cartographic par enzymes de restriction et les 
profils obtenus correspondent a ce qui est attendu. Par ailleurs, la presence de contaminants 
est egalement determtnee dans la preparation fmale et les resultats presentes ci-dessous. 



Contaminant 


Methode 


ResultaC 


Proteines 


BCA 


0,49%(n=3) 


RNA 


Reaction colorimetrique de Bial 


2.48 % (n=3) 


Endotoxine 


Methode colorimetrique LAL 


2,34 UE/mg (n=5) 



Par ailleurs. la fonctionnalite du plasmide pTG 11025 purifie est verifiee par 
transfection de lignees cellulaires et mise en evidence de la dystrophine recombinante par 
immunofluorescence. 

Oix ^g d'ADN plasmidique puriBes sont combines a 40 |ig de Lipofectine (un 
melange de composes fadiitant la transfection de cellules eucaryotes) suivant les instructions 
du fournisseur (Life Technologies, Bethesda, USA. reference 18292-0011), puis sont 
ajoutes, dans 2 ml de milieu DMEM (Life Technologies, Bethesda, USA, reference 1 1963), 
a 2,5 X 10^ cellules AS49 (adenocarcinome pulmonaire humain) ensemencees ia veille dans 
une boite de diametre 35 mm, cultivees 24 heures en presence de milieu DMEM 
supplemente par 10% (vol/vol) de serum de veau foetal (Life Technologies, Bethesda, 
USA, reference 10101-061) et prealablement rincees par un tampon physiologique (PBS 
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Ix). Quatre heures apres ajout de TADN, le milieu est complemente par 10 % (vol/vol) de 
serum de veau foetal, puis la culture est poursuivie 48 heures. Les cellules sont ensuite 
fixees par traitement a -20''C dans un melange methanol/acetone ( 1/1) (vol/vol), sechees a 
I'air, et incubees en presence d'abord d'un anticorps monoclonal de souris antidystrophine 
(Novocastra, Newcastle/Tyme, UK, reference NCL-D YS2) puis d'un anticorps de lapin anii- 
souris (ICN. Costa Mesa, USA, reference 651713) couple au FITC (fluoresceine thio- 
isocyanate) ; les conditions detaillees de ces opo-ations sont connues de Thomme de I'art, La 
dystrophine produite lors de i'expression du gene code par le vecteur pTGl 1025 est deiectee 
par examen en microscopie de fluorescence des complexes immuns. L'examen simultane de 
cellules transfectees en presence d'un plasmide pTGl 1025 controle de fonctionnalite deja 
demontree purifie selon un protocole standard (Maniatis et al., 1989, supra) (temoin positiO 
ou en absence d'ADN (temoin negatiO permet d'evaluer le caractere fonctionnel de la 
preparation d'ADN plasmidique pTGI 1025. Le taux de cellules fluorescentes exprimant la 
dystrophine recombinante est comparable apres iransfection par le pTGl 1025 controle et 
par le plasmide purifie par le procede selon I'invention. Bien entendu. les cellules non 
transfectees ne montrent aucune fluorescence. 

EXEMPLE 3 : Elimination des endotoxines oar le Triton TM X-1 14 . 

Des essais d'extractions au Triton ™ X-1 14 ont ete menes sur un lysat alcalin lel 
qu'obtenu a I'exemple 1 afin de determiner les concentrations optimales de Triton™ X-1 14 
a mettre en oeuvre et le nombre d'extractions a realiser pour reduire le taux d'endotoxines 
en dessous du seuil tolere (< 2 UE / dose). 

Pour ce faire, le lysat alcalin initial est repani en 2 lots soumis a 3 extractions 
consecutives en presence de Triton™ X-114 a une concentration finale de 1 et 3 % 
respectivement. Le melange est homogeneise, incube sur glace (O'C) quelques minutes, 
centrifiige 5 minutes (12000 rpm, centrifiigeuse Eppendorf, reference 5414) a temperature 
ambiante. Apres centrifiigation, la phase inferieure (Triton™ X-1 14 et endotoxines extraites) 
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de chaque lot est eliminee^ et la phase aqueuse superieure (Extr. 1 ; acides nucleiques et 
endotoxines restantes) traitee a nouveau comme decrit par 1 % ou 3 % de Triton^'^ X-1 14 
apres prelevement d'une aliquote servant au dosage des endotoxines (Extr.2 et 3). Apres la 
troisieme extraction, la phase superieure est precipitee par ajout de 2,5 volumes d'ethanol 
5 absoiu. Le precipitat est repris dans du Tris-HCI 10 mM, EDTA ImM. pH 8 (Final). 

Le taux d'endoioxines est dose par un essai colorimetrique derive de la methode 
LAL, a Taide du kit Biogenic COATEST (reference 822387) et les resultats presentes dans 
la Figure 4. On observe une reduction notable du taux d'endotoxines apres deux extractions 
en presence de Triton 1 %. Un resultat similaire est obtenu lorsque 3 % de Triton'* X-114 
10 sont utilises. Dans les 2 cas, le taux d'endoioxines mesure dans le produit final est 
compatible avec une utilisation pharmaceutique pour une dose moyenne de 1 mg d'ADN 
plasmidique. 

15 E2SMPLE4: Precipitation selective des A RNs contaminants 

Des essais de precipitation selective ont etc menes sur un lysat alcalin tel qu'obtenu 
a Texemple I afin de determiner les concentrations optimales en sulfate d'ammonium pour 
precipiter les ARNs contaminants. Pour ce faire, le lysat alcalin est reparti en 7 aliquotes 

20 soumises a une precipitation en presence de quantitc croissante de sulfate d'ammonium 
(0,5 M, 1 M, 1,5 M, 2 M, 2,5 M, 3 M et 3,2 M final). 

Le materiel precipite recupere par centrifugation et le materiel soluble sont analyses 
par electrophorese sur gel d'agarose 0,4 %. Apres coloration au bromure tfethidium et 
revelation par fluorescence UV, I'ADN plasmidique apparait sous forme de bandes nettes 

25 correspondant aux differenis topoisomeres, Au contraire, les ARNs forment une bande tres 
diffuse migrant dans la partie inferieure du gel. 

Les resultats illustres dans la Figure 5 montrent qu*au-dela d'une concentration finale 
de 1,5 M en sulfate d'ammonium, la tres grande majorite des ARNs se trouve selectivement 
30 precipitee alors que TADN plasmidique reste soluble. On notera egalement I'elimination dans 
le precipite d'especes d'acides nucleiques de grande taille retenues dans les poches du gel 
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d'analyse. 

g?ffiMPLE 5 : Precipitation selective des ARNs contaminants au chlomre Hi^ 

calcium . 

La precipitation selective des ARNs a egalement ete testee en presence de chlorure 
de calcium (CaCb). Un lysat alcalin prepare selon ia methode decrite dans Texemple 1, 
incluant Peiape de iraitement au Triton™ X-1 14, a ete aliquote en echamillons identiques 
auxquels difFerents volumes d*une solution de CaCb concentree (IM dans ce cas precis, 
mats une solution moins concentree, 0.5M par exemple, peut etre utilisee) sont ajoutes afin 
d'obtenir une concentration finale en chlorure de calcium de 10, 20, 30, 50, 75 ou 100 mM, 
respectivement. Les fractions solubles et insolubles sont separees par centrifugation, et le 
culot d'insoluble est resuspendu dans un tampon de faible force ionique en absence de 
CaCb. Les echamillons solubles et insolubles sont analyses par electrophorese sur gel 
d'agarose et coloration au bromure d'ethidium d'une fraction d'echantillon afin de separer 
r ADN plasmidique (formes circulaire ouverte et surenroulee) et les ARNs contaminants. 

Les resultats (Figure 6) montrent qu'au-dela d'une concentration de 30 mM en 
CaCb une precipitation detectable des ARNs est observee. Cette precipitation devient 
imponante puis massive au dela de 50 et 75 nxM respectivement, puis quasi totale a 100 
mM. L' ADN plasmidique sous ses formes circulaire ouverte (Open-Circle, migrant le moins 
rapidement) et surenroulee (Super-Coiled, migrant le plus rapidement) demeure pour sa part 
majoritairement soluble dans chacun des cas. 

EXEMPLE 6 : Elimination des pigments colores . 

L'efFicacite d'*61imination des pigments colores presents apres Petape de lyse 
alcaline (cf. Exemples 1, 2 et 5) a ete evaluee au cours des etapes de concentration par 
ultrafiltration , de precipitation par Tisopropanol et de lavage par I'ethanol a 80 %. 
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La presence de ces pigments se traduit par une coloration jaune du iysat alcalin brut 
avant sa concentration par ultrafiltration qui peut etre analysee par mesure de la densite 
optique a 340 nm. Cette absorbance a done ete mesuree sur les echantillons obtenus apres 
les etapes d'ultrafiltration initiale, de precipitation et de lavage par Tisopropanol et par 
S I'ethanoi a 80%. Deux series d'experiences ont ete realisees. Tune mettant en jeu la filtration 
du Iysat alcalin sur fritte de verre, I'autre sur cartouche de polypropylene Sartopure PP. Les 
lysats initiaux sont obtenus a partir de ISO g d*une biomasse cellulaire issue de deux 
fermentations du couple £. coU souche DH5 x plasmide pTGl 1025 (--19 kbp). 



Experience N** 1 : Macrofiltration realisee sur fritte de verre N** 3 (1 6 a 40 nm de porosite 
- Schott AG 

15 



Etape 


Volume final 
(ml) 


Densite 
Optique 
a 340 nm 


Rendement 
cumule en 
pigments 


Facteur 
d'elimination 
cumule (X) 


Lysat brut initial 


5340 ml 


0.29 


100% 


1 X 


Post macrofiltration 


5260 ml 


0.28 


95,1% 


1.1 X 


Post concentration par 
ultrafiltration (Easy- 
Flow 300kDa, Sartorius) 


795 ml 


0.38 


19,5% 


5,1 X 


Post precipitation 
alcoolique 


432 ml 


0.39 


10,1 % 


9,2 X 
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Experience N*'2 : Macrofiltration realisee sur cartouche SartopurePP2 ( S mm de 
porosite - Sartorius) 



Etape 


Volume final 


Densite 
wpiic|ue a 
340 nm 


Rendement 
cumule en 
pigments 


Facteur 

d ehmmation 

cumule (X) 


Lysat brut initial 


5200 ml 


0.32 


100% 


1 X 


Post macrofiltration 


5000 ml 


0.31 


93,1 % 


1.1 X 


Post concentration par 
ultrafiltration (Easy-Flow 
300kDa. Sanorius) 


790 ml 


0.57 


27,0% 


3,7 X 


Post precipitation 
alcooiique 


432 ml 


0.62 


16.1 % 


6.2 X 



Ces resultats montrent que les etapes d'ultrafiltration et de precipitation a 
I'isopropanol contribuent a I'elimination des pigments d'un facteur 4 a 5 x et 1,5 a 2 x, 
respectivement. Combinees, ces deux etapes permettent d'atteindre un facteur d'elimination 
de 6 a 10 X, soit une elimination totale de 80 a 90% des pigments colores. 

10 

EXEMPL^E 7 : Purification du olasmide dTGI 102S a nartir Hp l a souche f: rnli n^s 

Library Efficiency 



La souche £ coli DH5 Library Efficiency ( Life Technologies ; ref 18262-014) est 
15 transformee avec le plasmide pTGll025 (voir exemple 2 et figure 2). Les etapes de 
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transformation, de preparation et de recolte de la biomasse sont identiques a celles decrites 
dans Texemple 2. 

Le lysat brut est filtre sur une cartouche de filtration Sartopure PP2 (Sartorius, ref 
5S91302P9-0) sous un debit de 700 ml/min a Tatde d'une pompe peristaltique. Le filtrat 
S est ensuite concentre par ultrafiltration sur une membrane Millipore Minipellicon II en 
cellulose regeneree de type PL300 de surface 0,1 (ref P2C3O0CO1) (debit de 
recirculation ~400 mi/min., debit de soutirage compris entre 60 et 30 ml/min. de fa^n a 
maintenir une pression transmembranaire moyenne inferieure ou egale a 0,S. 10^ Pa). 

Les acides nucleiques ainsi concentres (81 S ml) sont traites a Tisopropanol et a 
10 rethanol comma precedemment decrit dans Texemple 2. Les endotoxines sont eliminees par 
trois extractions successives au Triton^'^^ X-1 14. Les acides nucleiques sont precipites, Les 
sels et le detergent non ionique residuels sont rinpes a Taide d'ethanol aqueux. 

Les acides nucleiques sont repris dans un tampon Tris 10 mM, EDTA I mM, pH 7,5 
et les ARNs sont specifiquement precipites en presence de CaCb 100 mM fmal. Ces ARNs 
1 5 sont elimines par centrifiigation (10000 r.p.m., rotor Sorvall, SLA1500, temperature 20X, 
40 min.). L'ADN plasmidique present dans la phase soluble est precipite par addition 
d'isopropanol et resolubilise dans un tampon Tris 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 250 mM, 
pH8. 

Un aliquote de Techantillon correspondant a 180 g de la biomasse initiale est depose 
20 sur une colonne de Sephacryl S500 ( volume de 6 1 , longueur 92 cm, diametre 8,9 cm, debit 
de 5 ml/min soit -5 cm/heure). L'absorbance de Teluat est suivie a 254 nm. Les fractions 
contenant TADN plasmidique sont recoltees juste apres elution du volume mort de la 
colonne (-2100 ml), alors que celles contenant les ARNs sont recoltees apres environ 2 
volumes morts (Ml 00 ml). 
25 Les fractions contenant FADN sont ensuite regroupees (volume 1480 ml). L'ADN 

plasmidique est concentre par ultrafiltration sur une unite EasyFlow a membrane en 
triacetate de cellulose de seuil de coupure 20 kDa (Sartorius. rcf.l4549-OS-lV). Apres 
precipitation par I'ethanol en presence d'acetate de sodium, P ADN plasmidique est lave par 
rethanol 80% et seche sous vide puis repris dans un tampon de conditionnement Tris 
30 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5 et siocke congele a -20°C. 
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Afin d'analyser la qualite de cet ADN, les parametres suivants ont ete mesures 



10 



Biomasse initiale : 

Quantite finale : 
Conditionnement : 
Proteines contaminantes: 
ARNs contaminants : 
Endotoxines : 
Fonctionalite : 
Structure : 
Rendement : 



360 g (poids humide) de pTGI 1025 / DH5LE 

approximativement 1, 1 mg d'ADN / DOgoo-OiI ). 

120 mg (post Ultrafiltration finale) 

I mg/ml dans Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5 

<0.20%(n=l)(*) 

< 1.0%(n=l)(*) 

3,7 UE/mg d'ADN 

Actif en transfection in vitro 

Conforme par analyse de restriction 

-30% 

{*) valeurs < aux limites de quantification des dosages. 
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REVENDICATIONS 



1 . Precede pour preparer un ADN plasmidique a partir d'une biomasse cellulaire humide 
recoltee apres fermentation d*une cellule productrice comprenant ledit ADN 
5 plasmidique, caracterise en ce qu'tl comprend les etapes suivantes : 

a) lyse alcaline de la biomasse resuspendue, apres resuspension de la biomasse 
cellulaire humide, 

b) acidification a force ionique elevee, 

c) elimination des insolubles, 

1 0 d) reduction des endotoxines et des acides ribonucleiques (ARN), 

e) chromatographie de gel filtration, et 

f) conditionnement. 



2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que I'etape de lyse alcaline est 
IS effectuee en presence de soude et de sodium dodecyl sulfate (SDS). 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que Tetape d'acidification est 
effectuee en presence d'acetate de potassium a un pH fmal d'environ 5,1. 

20 4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que I'etape d*elimination 
des insolubles comprend au moins une etape de macrofiltration. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il comprend deux a trois etapes 
successives de macrofiltration sur filtres de porosites decroissantes inferieures a 100 ^m, 

25 40 |imet/ou 16 fim. 

6. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il comprend une seule etape de 
macrofiltration realisee sur cartouche de porosite egale a 8 |im ou a 3 iim. 



30 
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7. Precede selon Tune des revendications 1 a 6, caracierise en ce que I'etape de reduction 
des endotoxines comprend au moins une etape d'extraction en presence d'un detergent 
ayant un point nuage compris entre IS'^C et 35"*^ avantageusement 18^*0 et lO^'C et, 
de preference 20°C et IS^'C, 

8. Procede selon la rcvendicaiion 7, caracterise en ce que Petape de reduction des 
endotoxines comprend 1 a 3 extractions successives realisees en presence de I a 3 % 
final dudit detergent. 

9. Procede selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce que ie detergent est choisi parmi 
les polyoxyethylenes. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que le detergent est Ie Triton'^" X- 
114. 

1 1 . Procede selon Tune des revendications 7 a 10, caracterise en ce que I'etape de reduction 
des endotoxines est suivie d*une etape de precipitation alcoolique. 

12. Procede selon I'une des revendications 1 a 1 1, caracterise en ce que Tetape de reduction 
des ARNs comprend une precipitation selective des ARNs dans des conditions de haute 
force iontque. 

13. Proced6 selon la revendication 12, caracterise en ce que la precipitation selective est 
efFectuee en presence de sulfate d'ammonium a une concentration finale comprise entre 
2et2.5 M. 

14. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que la precipitation selective est 
efFectuee en presence de chloaire de calcium a une concentration finale comprise en 10 
mM et 2M, avantageusement entre 20 mM et 0,5 M, et de maniere preferee entre 50 
mMet0,l M. 
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15. Procede selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce que I'etape de 
chromatographie de gel filtration est eifectuee sur un support ayant une limite 
d'exciusion superieure ou egale a 20x10^ Da. 

5 

16. Procede selon la revendication IS, caracterise en ce que le support est selectionne parmi 
les supports Sephacryl SSOO, Sephacryl SI 000 el GF2000. 

17. Procede selon Tune des revendications 1 a 16, caracterise en ce que le conditionnement 
1 0 comprend une etape de filtration sterilisante. 

18. Procede selon Tune des revendications I a 17, caracterise en ce qu'il comprend en outre 
entre les etapes c) et d), d) et e) et/ou e) et f)i une etape de concentration suivie, de 
maniere optionneile, par une etape de precipitation alcoolique et resuspension en phase 

IS aqueuse. 

19. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que Tetape de concentration est 
effectuee par ultrafiltration sur membrane ayant un seuil de coupure compris entre 20 
et 300 kDa. 

20 

20. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce que Tetape de concentration est 
effectuee par ultrafiltration sur membrane ayant un seuil de coupure compris entre 30 
et 100 kDa. 

2S 21. Procede selon Tune des revendications 1 a 20, caracterise en ce que V ADN plasmidique 
compris dans ladite cellule productrice est un ADN plasmidique recombinant 
comprenant un gene selectionne parmi les genes codant pour une cytokine, un recepteur 
cellulaire ou nucleaire, un ligand, un facteur de coagulation, la proteine CFTR, Tinsuline, 
la dystrophine, une hormone de croissance, une enzyme, un inhibiteur d'enzyme, un 

30 polypeptide a effet antitumoral, un polypeptide capable d'inhiber une infection 
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bacterienne, parasitaire ou virale el, notammem a VIH, un anticorps, une toxine, une 
immunotoxine et un marqueur. 

22. Precede selon Tune des revendications 1 a 21 pour la preparation d'un ADN plasmidique 
de taille superieure a 10 kb. 

23. Precede selon Tune des revendications 1 i 22, caracterise en ce que la biomasse 
cellulaire humide est recoltee apres fermentation d'une souche d'Escherichia coU 
comprenant un ADN plasmidique recombinant. 

24. Precede selon la revendicaiion 23. caracterise en ce que la souche d'Escherichia coli est 
selectionnee parmi les souches DH5, DHIOB et MCI 061. 

25. Procede selon Tune des revendications 1 a 24, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) resuspenston de la biomasse cellulaire humide, 

b) lyse alcaline de ia biomasse resuspendue obtenue a Tetape a) en presence de soude 
et de SDS, 

c) acidification du lysat alcaiin obtenu a I'etape b) en presence d'acetate de potassium 
a un pH final d'environ 5, 1, 

d) elimination des insotubles par macrofiltration du lysat acidifie obtenu a I'etape c), 

e) concentration du filtrat obtenu a I'etape d) par ultrafiltration sur membrane ayant 
un seuil de coupure compris entre 20 et 300 kDa. de preference entre 30 et 100 
kDa, et precipitation alcoolique suivie d'une resuspension du precipite en milieu 
aqueux, 

0 reduction des endotoxines du precipite resuspendu a I'etape e) par extraction en 
presence de Triton^'^ X-114 suivi d'une precipitation alcoolique et d'une 
resuspension du precipite en milieu aqueux, 

g) reduction des ARNs du precipite resuspendu obtenu a I'etape f) par precipitation 
selective en presence de sulfate d'ammonium ou de chlorure de calcium, 

h) chromatographic de gel filtration du surnageant obtenu a I'etape g) sur un support 
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Sephacryl S500» 

i) concentration des fractions contenant ledit ADN plasmidique obtenues a Tetape h) 
par ultrafiltration sur une membrane ayant un seuil de coupure compris entre 20 
et 300 kDa, de preference entre 30 et 100 kOa, et precipitation alcoolique, et 
S j) conditionnement par resuspension du precipite obtenu a I'etape i) dans un tampon 

acceptable d'un point de vue pharmaceutique suivie d'une filtration sterilisante et 
d'une repartition en doses. 



26. Composition pharmaceutique comprenant un ADN plasmidique purifie par le precede 
10 selon Tune des revendication 1 a 25. 



27. Composition pharmaceutique selon la revendication 26, comprenant en outre un 
compose lipidique. 

IS 28. Composition pharmaceutique selon la revendication 27, caracterisee en ce que le 
compose lipidique est choisi parmi le S-carboxyspermylglycine dioctadecylamide 
(DOGS), le 3p ([N-(N\N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl] cholesterol (DC-Chol), le 
(2,3-droleylocyl-N-[2(sperminecarboxamido) ethyl] N, N-dimethyUl -propanaminium 
trifluoroacetate) (DOSPA). la spermine cholesterol et la spermidine cholesterol. 

20 

29, Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 26 a 28, comprenant en 
outre un adjuvant capable d'ameliorer le pouvoir transfectant de ladite composition 
pharmaceutique. 



25 30. Composition pharmaceutique selon la revendication 29, caracterisee en ce que ledit 
adjuvant est un lipide neutre et, notamment la dioleyl phosphatidyl ethanolamine 
(DOPE). 

31. Utilisation d'une composition pharmaceutique selon Tune des revendications 26 a 30, 
30 pour la preparation d'un medicament destine au traitement du corps humain ou animal 

par therapie genique. 
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Ligne Echantillon 

1 Lysat alcalin total : Surcharge 10 x 

2 Lysat alcalin total 

3 Precipitation par 0,5 M final de sulfate d'ammonium 

4 Precipitation par 1,0 M de 

5 Precipitation par 1,5 de 

6 Precipitation par 2,0 M de 

7 Precipitation par 2.5 M de 

8 Precipitation par 3.0 M de 

9 Precipitation par 3,2 M de 



123456789 

Gel 1 : 

Materiel precipite 
(ARNs) 



Gel N^* 2 : 

Materiel soluble 
(ADN plasmidique) 
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